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Згідно із сучасними уявленнями, однією 
з ключових характеристик пухлинних клітин є 
нестабільність їх геному [1]. Оскільки ендометрій 
належить до тканин з високою проліферативною 
активністю, то значну роль у підтримці цілісності 
геному його клітин відіграє система місметч-
репарації (mismatch repair — MMR), яка виправляє 
некомплементарні пари основ, що у великій 
кількості виникають в процесі реплікації ДНК [2]. 
Генетичні або епігенетичні пошкодження генів цієї 
системи спричиняють розвиток мікросателітної 
нестабільності, що може бути причиною злоякісної 
трансформації. Крім того, cистема MMR задіяна 
у регуляції клітинної відповіді на оксидативні по-
шкодження ДНК [3]. Таким чином, припускають, 
що нестабільність геному у клітинах карцином 
ендометрія значною мірою може бути зумовлена де-
фектами у системі MMR [4, 5].
У низці досліджень показано, що генетична 
нестабільність властива лімфоцитам периферичної 
крові (ЛПК) хворих онкологічного профілю, що 
проявляється у появі одно- та двониткових розривів 
ДНК [6–8]. Як свідчать дані літератури, нестабільність 
геному у ЛПК є наслідком впливу спадкових та сере-
довищних факторів, а також чинників, безпосередньо 
пов’язаних із метаболічними процесами у пухлині [9, 
10]. Дані досліджень останніх років, у тому числі ре-
зультати власних робіт, свідчать, що ЛПК хворих 
на рак ендометрія (РЕ) характеризуються вираже-
ною нестабільністю геному, яка проявляється як 
на нуклеотидному, так і на хромосомному рівні [11–
13]. На сьогодні активно проводяться дослідження, 
спрямовані на зіставлення біології ЛПК та пухли-
ни з метою встановлення причинно-наслідкових 
зв’язків, що визначають певні морфофункціональні 
характеристики малігнізованих клітин [14–17]. Пи-
тання асоціації генетичної дестабілізації у пухлинних 
клітинах ендометрія і ЛПК хворих на РЕ залишається 
недосліжденим.
З урахуванням вищенаведеного мета цього 
дослідження полягала у зіставленні нестабільності 
ОСОБЛИВОСТІ РЕПАРАЦІЇ ДНК 
У ЛІМФОЦИТАХ ПЕРИФЕРИЧНОЇ 
КРОВІ ТА ПУХЛИННІЙ ТКАНИНІ 
ХВОРИХ НА РАК ЕНДОМЕТРІЯ
Мета: зіставити рівень нестабільності геному лімфоцитів периферичної 
крові (ЛПК) та експресію маркерів системи місметч-репарації (mismatch 
repair — MMR) у пухлинних клітинах аденокарцином ендометрія з клінічними 
характеристиками хворих та морфологічними особливостями раку 
ендометрія (РЕ). Об’єкт і методи: у роботі використано зразки пухлинної 
тканини та ЛПК 67 хворих на РЕ. Оцінку експресії MMR-білків MSH2 
та MLH1 проводили імуногістохімічним методом. Рівень пошкоджень 
у ЛПК оцінювали за допомогою методу гель-електрофорезу ізольованих 
клітин. Результати: за даними імуногістохімічного аналізу всі досліджені 
пухлини були розподілені на MMR-дефіцитні (за відсутності експресії 
MSH2 та/або MLH1) та MMR-профіцитні (за наявності експресії MSH2 
та MLH1). Встановлено, що MMR-дефіцитний фенотип наявний пере-
важно у G1- та G2-карциномах із неглибокою інвазією у міометрій, тоді як 
MMR-профіцитний більш характерний для G3-пухлин з глибокою інвазією. 
Показано, що медіана кількості відрепарованих пошкоджень ДНК у ЛПК 
становить 63,9%, на основі чого пацієнтки були розподілені на групи з ви-
соким (> 63,9%) та низьким (< 63,9%) рівнем відрепарованих пошкоджень 
у ЛПК. Визначено, що у групі хворих на РЕ із високим рівнем відрепарованих 
пошкоджень ДНК у ЛПК кількість MMR-профіцитних карцином стано-
вила 100%, а у групі пацієнток із низьким рівнем — 78%. Крім того, у хво-
рих на РЕ з великою кількістю відрепарованих пошкоджень ДНК у ЛПК 
експресія MSH2 у пухлинних клітинах була вищою (індекс мітки (ІМ) 72,0 ± 
3,1%) за показник у пацієнток із малою кількістю відрепарованих пошко-
джень ДНК у ЛПК (ІМ 40,3 ± 2,2%; p < 0,05). Подібна тенденція виявлена 
для маркера MLH1 (ІМ 66,7 ± 8,6 та 45,6±4,0% відповідно). Висновок: стан 
репараційних процесів у ЛПК хворих на РЕ асоціюється з експресією MMR-
білків MSH2 та MLH1 в аденокарциномах ендометрія, що обґрунтовує 
можливість застосування ЛПК як сурогатних маркерів.
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геному ЛПК та експресії маркерів системи репарації 
неспарених основ ДНК у клітинах аденокарцином 
ендометрія з клінічними характеристиками хворих 
та морфологічними особливостями пухлин.
ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У роботі використано зразки пухлинної ткани-
ни та ЛПК 67 хворих на РЕ. Вік пацієнток коливав-
ся у межах 46–77 років і в середньому становив 61,1 ± 
1,8 року. Морфологічну верифікацію патологічного 
процесу проводили на гістологічних препаратах, за-
барвлених гематоксиліном і еозином. Дослідницьку 
роботу виконували відповідно до принципів про-
ведення біомедичних досліджень за участю людей, 
викладених у Гельсінській декларації Всесвітньої 
медичної асоціації. Для визначення експресії білків 
системи MMR у пухлинних клітинах застосовували 
імуногістохімічний метод з використанням первин-
них моноклональних антитіл до MSH2 (клон 25D12) 
та MLH1 (клон G168–15) виробництва «Diagnostic 
BioSystems», США. Для візуалізації білків вико-
ристовували систему детекції PolyVue («Diagnostic 
BioSystems», США). Експресію маркерів оцінювали 
у 800–1000 пухлинних клітин, підраховуючи кількість 
забарвлених клітин у відсотках (індекс мітки — ІМ).
Рівень пошкодження ДНК у ЛПК визнача-
ли за допомогою методу гель-електрофорезу 
ізольованих клітин у модифікації, що була описана 
нами раніше [13]. Про стан систем репарації ДНК 
у ЛПК судили за кількістю відрепарованих пошко-
джень ДНК, індукованих блеоміцином.
Статистичну обробку даних проводили за до-
помогою пакета програм Statistica 8.0 (StatSoft, 
Inc.) з використанням непараметричного критерію 
Манна — Уїтні, точного критерію Фішера (F-тест) 
та коефіцієнта рангової кореляції Спірмена. 
Достовірними вважали розбіжності при p < 0,05.
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
При аналізі морфологічних особливостей вида-
лених пухлин встановлено, що їх будова відповідає 
ендометріоїдним аденокарциномам різного сту-
пеня диференціювання: 9 — високо- (G1), 29 — 
помірно- (G2) та 29 — низькодиференційовані (G3) 
пухлини. Експресію білків MMR MSH2 та MLH1 
у карциномах ендометрія представлено на рис. 1. 
Аналіз результатів імуногістохімічного дослідження 
вказаних білків системи MMR продемонстру-
вав, що позитивна експресія маркера MSH2 наяв-
на у 79,1% (53 із 67) випадків, а кількість пухлин-
них клітин, що експресують цей білок, станови-
ла у середньому 56,0 ± 3,2%. Позитивна експресія 
MLH1 визначена у 66,2% хворих (43 із 65), при-
чому середній рівень експресії цього маркера ста-
новив 49,0 ± 4,0%. Враховуючи той факт, що 
відсутність хоча б одного з MMR-білків призво-
дить до порушення функціонування всієї системи 
MMR, визначали різні варіанти фенотипу пухлин 
ендометрія за експресією білків MMR у пухлині: 
MMR-дефіцитний (за відсутності обох або одного 
з MMR-білків) та MMR-профіцитний (за наявності 
обох MMR-білків) [18, 19]. Встановлено, що 45,3% 
досліджених карцином ендометрія були MMR-
дефіцитними, 55,7% — MMR-профіцитними.
а
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Рис. 1. Експресія білків MMR MSH2 (а) та MLH1 (б) у кар-
циномах ендометрія. Імуногістохімічний метод, додатко-
ве забарвлення гематоксиліном Майєра. Зб. × 400
При дослідженні кількості клітин, які експре-
сують маркери системи MMR, у пухлинах різного 
ступеня диференціювання визначено, що G1- та 
G2-карциноми у більшості випадків (58,4%) були 
MMR-дефіцитними пухлинами, а у G3-пухлинах 
переважав (71,4%) MMR-профіцитний фенотип. 
Встановлено, що пухлини, у яких інвазія у міометрій 
становила < ½, характеризуються в основному 
MMR-дефіцитним фенотипом (60,7%), в той час 
як карциноми з інвазією > ½ — MMR-профіцитним 
(66,7%) (табл. 1).
Виявлено тенденцію до поступового зростан-
ня експресії як білка MSH2, так і білка MLH1 
у міру зниження ступеня диференціювання пухли-
ни (рис. 2). Встановлено, що експресія білка MLH1 
була достовірно нижчою у пухлинах із неглибокою 
інвазією (ІМ 25,8 ± 5,8%) порівняно з пухлинами, 
що проростають > ½ міометрія (ІМ 37,7 ± 5,2%) 
(рис. 3).
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Таблиця 1
Оцінка MMR-статусу пухлин ендометрія залежно  
від їх клініко-морфологічних характеристик
Характеристика 
пухлин
Кількість пухлин
MMR-
профіцитний 
фенотип
MMR-
дефіцитний 
фенотип
Усього
Ступінь диферен­
ціювання
G1
G2 15 (41,6%) 21 (58,4%) 36 (100%)
G3 20 (71,4%) 8 (28,6%)* 28 (100%)
р p < 0,05 (F­тест)
Глибина інвазії 
у міометрій
< ½ 11 (39,3%) 17 (60,7%) 28 (100%)
> ½ 24 (66,7%) 12 (33,3%)** 36 (100%)
p p < 0,05 (F­тест)
*p < 0,05 порівняно з G1­ та G2­пухлинами.
**p < 0,05 порівняно з пухлинами з інвазією у міометрій < ½.
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Рис. 2. Рівні експресії білків MSH2 та MLH1 у пухлин-
них клітинах аденокарцином ендометрія різного ступеня 
диференціювання. *p < 0,05 порівняно з G1-пухлинами
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Рис. 3. Експресія білків MSH2 та MLH1 в аденокарци-
номах із різною глибиною інвазії пухлини у міометрій. 
*p < 0,05 порівняно з пухлинами з інвазією у міометрій > ½
Для з’ясування питання щодо асоціації неста-
більності геному у клітинах карцином ендометрія 
і ЛПК хворих на РЕ доцільним було зіставити стан 
системи ММR у пухлинній тканині з рівнем пошко-
джень ДНК та станом репараційних процесів у ЛПК. 
Результати нашого попереднього дослідження вка-
зують, що кількість спонтанних пошкоджень ДНК 
у ЛПК хворих на РЕ знаходилася в межах 2,5–15,6% 
ДНК у хвості комети [13]. На основі цих даних визна-
чено медіану кількості ДНК у хвості комети, яка стано-
вила 5,3%. Враховуючи останнє, сформовано дві гру-
пи хворих на РЕ: з високим (вище медіани) та низь-
ким (нижче медіани) рівнем спонтанних пошко джень 
ДНК у ЛПК. При зіставленні експресії білків репарації 
MSH2 та MLH1 у пухлинній тканині хворих цих груп 
встановлено, що у 80% пацієнток із низьким рівнем 
спонтанних пошкоджень ДНК у ЛПК наявні MMR-
профіцитні карциноми ендометрія, в той час як се-
ред хворих з високим рівнем спонтанних пошкоджень 
ДНК кількість таких пухлин була меншою (69,2%). 
Слід зазначити, що кількість пухлинних клітин, які 
експресують MSH2 і MLH1, майже не відрізнялася 
у цих двох групах (табл. 2).
Таблиця 2
Зіставлення експресії білків системи MMR залежно від рівня 
спонтанних пошкоджень ДНК у ЛПК хворих на РЕ
Рівень спонтанних 
пошкоджень ДНК у ЛПК
Кількість пухлинних клітин,  
які експресують маркери ММR, 
М ± m, %
MSH2 MLH1
Високий (> Me) 47,2 ± 2,9 38,9 ± 4,1
Низький (< Me) 42,1 ± 2,4 40,7 ± 1,2
Для оцінки стану систем репарації у ЛПК визна-
чали кількість відрепарованих пошкоджень ДНК, 
розраховуючи різницю між кількістю індукованих 
блеоміцином пошкоджень та кількістю пошко джень, 
що залишилися невідновленими після інкубації 
ЛПК у середовищі без блеоміцину і проходження 
процесів репарації. Згідно з даними, отриманими 
нами у роботі [13], рівень відрепарованих пошко-
джень був у діапазоні 25,8–76,5% ДНК у хвості ко-
мети, а значення медіани становило 63,9%, на основі 
чого було сформовано дві групи хворих на РЕ: з ма-
лою (вище медіани) та великою (нижче медіани) 
кількістю відрепарованих пошкоджень ДНК у ЛПК. 
Визначено, що при високому рівні відрепарованих 
пошкоджень ДНК у ЛПК білки MSH2 та MLH1 
експресувалися у всіх пухлинах ендометрія, тоб-
то кількість MMR-профіцитних карцином стано-
вила 100%. Однак у групі пацієнток із РЕ з низь-
ким рівнем репараційних процесів у ЛПК експресія 
обох MMR-білків визначалася у 78,0% карцином 
ендометрія. Кількість пухлинних клітин, які ек-
спресують MSH2, у хворих на РЕ з високим рівнем 
відрепарованих пошкоджень ДНК у ЛПК станови-
ла 72,0 ± 3,1% і була достовірно вищою за цей показ-
ник у пацієнток із низьким рівнем відрепарованих по-
шкоджень у ЛПК (ІМ 40,3 ± 2,2%; p < 0,05) (табл. 3). 
При дослідженні експресії білка MLH1 виявлено 
подібну тенденцію до підвищення рівня експресії 
зі зростанням кількості відрепарованих пошкоджень 
у лімфоцитах.
Таблиця 3
Зіставлення експресії MSH2 та MLH1 у пухлинах хворих на РЕ 
з рівнем відрепарованих пошкоджень ДНК у ЛПК
Рівень відрепарованих 
пошкоджень ДНК у ЛПК
Кількість пухлинних клітин,  
які експресують маркери ММR, %
MSH2 MLH1
Високий 72,0 ± 3,1* 66,7 ± 8,6
Низький 40,3 ± 2,2 45,6 ± 4,0
*p < 0,05 порівняно з групою хворих на РЕ із низьким рівнем 
відрепарованих пошкоджень у ЛПК.
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При визначенні коефіцієнта рангової кореляції 
Спірмена між кількістю відрепарованих пошко-
джень ДНК у ЛПК хворих на РЕ та експресією 
маркера MSH2 у пухлині встановлено позитивний 
помірний зв’язок (r = 0,57; p = 0,04).
Наведені вище результати дослідження свідчать, 
що активність репараційних процесів у ЛПК 
асоціюється з такими біологічними характеристи-
ками РЕ, як експресія білків репарації у пухлинній 
тканині, ступінь диференціювання та глибина 
інвазії пухлини у міометрій, що дозволяє припу-
стити потенційну можливість використання ЛПК 
як сурогатних маркерів. Актуальність досліджень, 
спрямованих на зіставлення змін, які відбуваються 
на рівні ЛПК та пухлини, підкреслювалася в низці 
публікацій [16, 17]. Проте наразі не існує єдиної 
думки щодо коректності використання поняття 
«сурогатний маркер» стосовно ЛПК, і результати 
досліджень, присвячених цій проблемі, є досить су-
перечливими. Так, Y.Y. Zhang і K.S. Gu повідомили 
про те, що експресія білка репарації ERCC1 у ЛПК 
корелює з його експресією у клітинах пухлинної тка-
нини шлунка, що дозволяє припустити відповідність 
ефективності репарації у циркулюючих лімфоцитах 
та малігнізованих клітинах [15]. Водночас результати, 
одержані іншими дослідниками, не підтверджують це 
припущення. M. Herrera та співавтори, досліджуючи 
активність репараційних процесів у ЛПК та пухлинній 
тканині товстого кишечнику, не виявили кореляції 
між ними [14]. Відсутність відповідності між 
ефективністю репарації у ЛПК та пухлинних клітинах 
автори пояснюють відмінностями у швидкості 
проліферації та різною активністю метаболічних 
процесів у лімфоцитах та епітеліальних клітинах. Од-
нак результати дослідження M. Herrera та співавторів 
свідчать, що ефективність репарації є вищою у пух-
линних клітинах порівняно з немалігнізованими 
клітинами товстого кишечнику.
Окремо слід зазначити, що репарація пошкод-
жень ДНК, індукованих блеоміцином, переважно 
відбувається шляхом ексцизійної репарації основ 
(BER) та нуклеотидів (NER), тобто стан репараційних 
процесів, які ми досліджували у ЛПК, визначався го-
ловним чином сумарною дією цих двох систем [20, 
21]. Крім того, у пухлинній тканині оцінювали 
експресію білків системи репарації неспарених ос-
нов ДНК — MMR. Таким чином, постає питання 
щодо коректності зіставлення і пошуку кореляції 
між репараційними процесами, які визначаються 
різними системами. Виявлена нами у хворих на РЕ 
відповідність між функціонуванням різних систем 
репарації у ЛПК та пухлинній тканині може бути 
обґрунтована існуванням спільних шляхів регуляції 
їх активності, зокрема p53-опосередковного шляху, 
оскільки відомо, що багато генів, які кодують основні 
білки різних систем репарації, є мішенями для 
р53 [22–28]. Так, згідно з останніми даними, р53 є од-
ним з ключових регуляторів системи BER [22]. Крім 
того, відомо, що р53 здатен індукувати експресію 
білків XPE/DDB2, XPC, що належать до системи 
NER, а також таких MMR-білків, як MSH2, PCNA, 
MLH1 та PMS2 [23–28].
Слід зазначити, що р53-опосередкована індукція 
експресії білків системи MMR може бути однією 
з причин виявленого нами зростання рівня MSH2 
та MLH1 у G2- та G3-карциномах та у пухлинах 
із глибокою інвазією, оскільки, відповідно до наших 
попередніх досліджень, експресія онкосупресора 
р53 зростає при зниженні ступеня диференціювання 
РЕ [29]. Разом з тим не виключено, що зростання 
експресії MMR-білків може бути пов’язане з висо-
кою проліферативною активністю G3-пухлин.
Таким чином, у результаті проведеного дослідження 
встановлено, що експресія білків репарації неспаре-
них пар основ MSH2 та MLH1 в аденокарциномах 
ендометрія залежить від ступеня диференціювання 
і глибини інвазії пухлини у міометрій та асоціюється 
зі станом репараційних процесів у ЛПК хворих 
на РЕ. При високій ефективності репарації у ЛПК 
відзначають підвищений рівень експресії досліджених 
білків у пухлинній тканині, що обґрунтовує можливість 
застосування ЛПК як сурогатних маркерів стану 
репараційних процесів в аденокарциномах ендометрія.
ВИСНОВКИ
1. Встановлено, що стан системи MMR в аде-
нокарциномах ендометрія залежить від ступе-
ня диференціювання та глибини інвазії пухлини 
у міометрій.
2. Визначено, що стан репараційних процесів 
у ЛПК хворих на РЕ асоціюється з експресією білків 
репарації неспарених пар основ MSH2 та MLH1 в аде-
нокарциномах ендометрія, що дозволяє припустити 
потенційну можливість використання ЛПК як суро-
гатних маркерів.
Роботу виконано в рамках цільової програми науко-
вих досліджень ВБФМБ НАН України «Функціональна 
геноміка і метаболоміка в системній біології» (но-
мер державної реєстрації теми 0112U002192; 2012–
2016 рр.).
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PECULIARITIES OF DNA REPAIR 
IN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES 
AND TUMOR TISSUE OF ENDOMETRIAL 
CANCER PATIENTS
L.G. Buchynska, O.V. Brieieva, I.P. Nesinа, 
N.M. Glushchenko, O.V. Turchak, N.P. Iurchenko
Summary. Aim: to compare the level of genomic insta-
bility in peripheral blood lymphocytes (PBL) and the ex-
pression of mismatch-repair (MMR) proteins in endo-
metrial carcinoma cells with clinical characteristics of 
endomerial cancer (EC) patients and tumor morpholog-
ical features. Object and methods: evaluation of MMR-
proteins MSH2 and MLH1 expression was performed 
by immunohistochemical method. DNA repair efficiency 
in PBL was assessed by comet assay. Results: according 
to immunohistochemical analysis all exa mined tumors 
were divided into MMR-deficient (absence of MSH2 
and/or MLH1) and MMR-proficient (presence of both 
MSH2 and MLH1). MMR-deficient phenotype was ob-
served mainly in G1- and G2-carcinomas with shallow 
myometrial invasion, while MMR-proficient was more 
typical for G3-tumors with deep invasion. Median num-
ber of recovered DNA damage in PBL was 63.9% and on 
this basis all patients were assigned to groups with high 
(> 63.9%) and low (< 63.9%) DNA repair efficiency 
in PBL. It was shown that in EC patients with DNA re-
pair efficiency in PBL the number of MMR-proficient 
carcinomas was 100%, while in patients with low level 
it was 78%. In addition, EC patients with high level of 
recovered DNA in PBL had stronger MSH2 expression 
(label index (LI) 72,0 ± 3,1%) than EC patients with 
low level (LI 40,3 ± 2,2%). A similar trend was found 
for the MLH1 (LI 66,7 ± 8,6 and 45,6 ± 4,0%, re-
spectively). Conclusion: DNA repair efficiency in PBL 
of EC patients is associated with expression of MMR-
proteins MLH1 and MSH2 that confirms the possibil-
ity of using PBL as surrogate markers.
Key Words: genome instability, peripheral blood 
lymphocytes, mismatch-repair, endometrial cancer.
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